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摘要 对黄海带鱼
、





遗 传 多态 度 以及遗传 距 离
,
并 构建 N
e ig h b or
一
i`
n ni g 系 统树 ; 通过 PC R 扩 增 出线粒 体















带鱼的低 ; ( 2) 线粒体 1 6 5 : R N A 基因序列在分析这两物种遗传变异时表现出保守和变异 的双 重特
性
,
种内变异极小而种间较大 ; ( 3) 5 个随机引物扩增出种特异的 R A p D 带
,
可作为种间分子鉴定
标记 ; ( 4) 研究证实带鱼和小带鱼是不同属的两个种
,
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约占世界同种鱼渔获量的 70 % 川
.
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和早熟现象明显 ; 南海带鱼渔场 日益萎缩
,
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生存 能力和进 化潜力 密切相
关
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用随机扩增 多态 D N A ( R A p D )及线粒体 1 6 5








r ie h iu r id a e )习见种类一小带 鱼 ( E
u p ze u
r o -
g ar m m
u s m u t i c u 、 G r a y 1 8 3 0 )的遗传结构进行对 比
分析
,
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5 m m )系
2 0 0 2 年 8 月执行黄海资源监测调查时采自山东荣成
外海
,
在 一 20 ℃ 冰库 内保存
,
运 回实验室后 转入
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基因组 D N A 提取参照文献【7 1的方
法进行
.
5 0℃ l m i n
,
7 2℃ l m in
,
最 后 7 2℃ 延伸 10 m i
n
.





在 A B 13 10 型 自动测 序仪 ( P








3 R A P D 的 P C R 扩增及电泳
P e R 反 应 总 体积 为 2 5 拌L
,































2 拜m ol / L




I U T qa D N A 聚合酶
( P r o m e g a B io t e 。 )以及 2 0
n g 基 因组 D N A
.
反应 在
P E 9 6 0 0 扩增仪上经 9 5℃ 预变性 5 m i
n 后经过 4 5 个
循环
,
每个循环包括 9 4℃ l m i





最后于 7 2℃延伸 10 m ni
.
R A P D 产物用含有
澳化乙锭的 1
.
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S h a n n o n 表型多样性指数量化遗传多态度的计
算公式为
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H = 一 名 x
、 In x `
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2 拼m o l/ L 每种引物
,
I U T a q
p usl D N A 聚合酶 (上海生工 )
,
1 x T qa 聚合酶缓冲
液以及 30
n g 基因组 D N A
.
反应条件为 94 ℃ 预变性
Z m ni 后经过 30 个循环
,





2 线粒体 1 6 5
r R N A 从 G
e
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a n k 取得大西
洋叉尾带鱼 (无Pe IJ Po
u :
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u己 a tu : E u p h r a s e n 17 5 5 )的
线 粒 体 16 Sr R N A 基 因 (登 录 号
:
A F1 0 0 9 17
,
A F i o o 9 1 s )相应片段作为参考序列
,






通过 M E G 八2 软件统计序列的碱基组成
,
根据K im
u r a ’ 5 2
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n w e i g h t e d p a i r g r o u p m e t h o d 。 f
a r it hm e t i e m e a n s ( u P GM A )系统树
,
采用 B o t
s t r a p
2 0 0 0 检验分子系统树各分枝的置信度
.











1 R A P D
2 6 个随机引物在两物种 24 个个体中共扩增 出
1 6 7 个位点
,





引物 ( 5 1 0 4
,
5 1 1 5
,
5 1 1 8
,
5 1 2 7
,
5 12 8 )为单态外
,
其余 21 个引物分别扩 增 出 1 一 n 个 多 态 位 点
.
带鱼 1 2个个体中存在 6 1个多态位 点
,
多 态位点 比
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例为 36
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53 % ; 小带鱼则在 85 个位点上呈多态
,
多






5 个 引 物 ( 5 108
,
5 1 1 7
,




5 12 9 )扩增 出种特异 的 R A P D
条带
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带鱼特异带分子量约为 巧 0 b p
,
小带鱼特异带分子量约为 7 5O b p


















o u r￡e “ : , E i 一 E l z )个体间 N J 系统树
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S h a n n o n 表型 多样性指数显示带鱼的遗传多态
度 ( 0
.
1 5 7 5 )要小于小带鱼 ( 0
.
2 5 6 5 ) ; 根据 N
e i方法
得出带 鱼和 小带 鱼 种 间存 在 较 大 的遗 传距 离 为
0
.
3 0 0 3
,
遗传相似度仅为 0 7 4 0 6 ; N
e i g h b o r
一













线粒体 1 6 5
r R N A
经 P C R 扩增
,
分别得到 了带鱼和小带鱼清晰的
r RN A 基因片段扩增产物 (图 3 )
,
经测定得到序
5 0 0 b p (不含引物 ) (图 4 )
,
已在 G e n B a n k 数据
库登录 ( A Y 2 1 6 4 9 2 一 A Y 2 1 6 4 9 4 (带 鱼 )
,






其中 12 个为插入 /缺 失
,
其余 76 个 为转换 /颠
换
,















3 % ( 10 个个体 )
,
单倍型 H 和 H l 各自出现在一
个个体中 (T4 和 T S)
,
是单倍型 I 分别发生 了一次
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带鱼的碱基组成近似 (表 2 )
,
根据 Ki m ur
a 双参数模

















0 一 2 个核昔酸变异
,
平均核昔酸差异数 ( 0 一 1) 和核
昔酸多样性 ( 0 一 0
.
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平均每位点发生 0
.
1 1 3 5 6 一 0
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大西洋叉尾带 鱼均 以极 高 的置信度










表 2 带鱼 《T )
,
小带鱼 (E )和大西洋叉尾带鱼 ( L) 线粒体 165
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3 讨论
我们用 2 6 个 随机 引物在两个物种中共 扩增 出
16 7 个位点
,
其 中 12 2 个 ( 7 3
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r R N A 基因的 u P G M A 系统
树枝上数值为 2 0 0 0 次 b
o o t s t r a p 后的置信度
势必影响该种群的遗传结构
.
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r R N A 基因的碱基组成特
点
,
约 5 0 % 的 A + T 含量相 比于其他物种 (爬行动
物
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,




果蝇 7 5 % [`5 ] )是 比较低的
.
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“ 一 “̀ 〕
.
本研究中由 26 个随机
引物扩增结果构建的 N J 系统树准确的将带鱼和小
带鱼所 有个体分 别聚类 开来
.
共 有 5 个随机 引物
( 5 10 5
,
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,
如引物 5 1 17 (图 1 ( b )
,
带鱼的特异带
分子量约为 15 0 0 b p
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r RN A 基因序列 比较
将是合适的研究手段
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